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人角质细胞生长因子 － 1 转化番茄的研究
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摘要: 人角质细胞生长因子在组织的损伤修复中起着重要的作用． 以番茄子叶为外植体，通过根
癌农杆菌介导法，将人 KGF － 1 导入番茄中，共获得 12 株独立的抗性转化植株，PCR 和 DNA 斑
点杂交结果表明: KGF －1 基因整合入番茄基因组中，为获得植物源表达的 KGF － 1 蛋白打下了
基础．
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Abstract: Keratinocyte growth factor plays an important role in the tissue damage repair． Using sterile tomato coty-
ledons as explants，the human KGF －1 gene had been introduced into the tomato genome by Agrobacterium － medi-
ated transformation method． As a result，a total of 12 independent putative transgenic tomato plantlets were ob-
tained． The results of PCR and DNA dot － blot hybridization showed that KGF －1 gene was integrated into the to-
mato genome． This work has laid a foundation for further studies on the development of KGF －1 proteins expressed
in tomatoes．
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角质细胞生长因子( Keratinocyte Growth Factor，KGF) 是成纤维细胞生长因子( Fibroblast Growth Factors，
FGFs) 超家族中的成员，目前在人的组织中已发现 KGF －1( 亦称成 FGF －7) 和 KGF －2( 亦称成 FGF －10) 2




KGF 多来源于原核、酵母等工程细胞表达［6 － 8］． 番茄细胞是药用蛋白反应器的理想选择之一，本研究以“中




番茄种子“中蔬 5 号”购自中国农科院蔬菜花卉研究所; 玉米素( Zeatin，Zt) 购自 Sigma 公司; pBI121，
DH5α，LBA4404，pBI1301 － KGF －1 ［9］保存于厦门大学细胞生物学实验室．
1． 2 方法
1． 2． 1 pBI121 － KGF －1 植物表达载体构建
根据 pBI1301 － KGF －1 质粒中 KGF － 1 基因序列合成一对引物，为便于扩增片段连接入 pBI121，在引
物中分别设计了 XbaⅠ和 SacⅠ酶切位点，引物序列如下:
正向引物 KGF － F: 5' － CGCTCTAGAATGGCTTGCAATGACATGAC － 3'．
反向引物 KGF － R: 5' – GGCGAGCTCTTAAGTTATTGCCATAGGAAG － 3'．
以 pBI 1301 － KGF － 1 为模板，用引物 KGF － F 与 KGF － R 进行 PCR 扩增，扩增程序为: 94 ℃，5 min;
94 ℃，45 s; 55 ℃，45 s; 72 ℃，50 s; 33 个循环; 72℃，7 min，4 ℃结束扩增，获得的 KGF －1 片段，插入到 pBI121
的 XbaⅠ和 SacⅠ位点之间，构建植物表达载体 pBI121 － KGF －1，转化 DH5α，筛选阳性克隆测序确认后转化
LBA4404．
1． 2． 2 子叶外植体准备
用含有效氯 2% 左右的次氯酸钠处理番茄种子 15 min，灭菌水冲洗 3 次后接种于 1 /2 MS 培养基中，种
子萌发后置于光照强度 1800 lx，16 h 光、8 h 暗的培养室培养． 待子叶完全平展后剪下带有一小段叶柄的子
叶作为转化的外植体．
1． 2． 3 番茄再生系统的优化
在 MS 培养基附加 IAA 1 mg /L 基础上，比较不同质量浓度的 6 － BA 和 Zt 对番茄子叶再生的影响． 在
1 /2 MS 培养基的基础上，比较添加不同质量浓度 IAA 对不定芽生根情况的影响．
1． 2． 4 农杆菌介导的番茄转化、生根及移栽
将剪下的子叶接种于优化再生培养基中预培养 2 d; 将工程农杆菌培养至 OD600 约为 0. 6 h，取 15 mL 菌
液离心收集细胞，然后用同体积的 1 /2 MS 液体培养基重悬农杆菌细胞; 经过预培养的子叶移入重悬细胞中
浸泡 3 ～ 5 min，然后弃农杆菌并用灭菌滤纸吸干多余菌液; 在优化培养基上放 2 层无菌滤纸，将被侵染过的
子叶置于无菌滤纸上进行 3 d 共培养; 共培养结束后将外植体转入筛选培养基中，每 2 w 转入新的筛选培养
基中培养; 抗性芽再生后长至 1． 5 cm 左右时，将芽切下，置入生根培养基中生根; 待苗长出多条粗壮的根并
有 4 ～ 5 cm 高时，即可炼苗移栽．
1． 2． 5 PCR 和基因组 DNA 点杂交检测转基因植株
以 CTAB 法小量提取的抗性植株的 DNA 为模板，通过 PCR 方法鉴定外源基因在抗性株的整合情况，合
成能够扩增载体 35S 启动子的引物 35S － 1: 5' － ATGTGATATCTCCACTGA －3'和 35S － 2: 5' － ACGTACTG-
CAATAAATA －3'，引物对扩增片段长度为 760 bp 左右． 点杂交中 DNA 探针采用 PCR 扩增的 KGF －1 基因，




6 － BA 对番茄子叶不定芽再生诱导效果不如 Zt，6 － BA 诱导很容易在子叶的切割部位形成蓬大、疏松
的愈伤，不定芽直接诱导率较 Zt 低很多，且芽常较瘦小，生长状况一般． Zt 对番茄子叶不定芽的再生有很高
的诱导率，在质量浓度为 0． 5 mg /L 时，子叶切口部位多形成致密型绿色小愈伤，不定芽分化率最高，分化的
不定芽健康，壮实，也发现 Zt 诱导出的再生芽很多无生长点或只有叶状结构，这些芽是不具有分化成植株能
力的畸形芽，Zt 质量浓度过大时，番茄子叶较快地出现膨大，长出疏松的愈伤组织，甚至是白色泡沫状愈伤，
芽分化能力反而降低，且会导致大量畸形芽的出现． 高度为 1． 5 cm 左右的不定芽，插入到1 /2 MS 附加不同
浓度 IAA 的培养基中，20 d 后统计生根数发现 IAA 对番茄再生芽生根的诱导效果比较理想，在 IAA 质量浓
度达到 1． 0 mg /L 时，平均根数达到最多( 见表 1) ．
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表 1 6 － BA、Zt 对子叶外植体再生和 IAA 对芽生根的影响
6 － BA Zt IAA
质量浓度 / ( mg·L －1 ) 正常出芽率 /% 质量浓度 / ( mg·L －1 ) 总出芽率 /% 正常出芽率 /% 质量浓度 / ( mg·L －1 ) 平均根数
0 0 0 0 0 0 0
0． 5 7． 5 0． 2 69． 23 15． 40 0． 1 5． 67
1． 5 15 0． 5 93． 33 36． 37 0． 2 8． 00
2． 0 10 1． 0 77． 78 30． 60 0． 5 13． 60
2． 5 7． 5 1． 5 68． 46 11． 50 1． 0 15． 00
3． 0 2． 5 2． 0 66． 67 28． 20 2． 0 9． 00
2． 2 植物表达载体 pBI121 － KGF － 1 的构建及转化农
杆菌细胞
利用设计的 KGF － F 和 KGF － R 引物对，通过 PCR
扩增得到目的大小片段( 约 600 kb) ． 目的片段通过 Xba
Ⅰ /SacⅠ双酶切后插入到 pBI121 中得到植物表达载体．
转化大肠杆菌后，将通过 PCR 鉴定( 图 1a) 及限制性内
切酶酶切鉴定( 图 1b) 获得的阳性克隆测序确认后命名




将 切 下 的 子 叶 置 入 MS 附 加 0． 5 mg /L Zt +
1． 0 mg /L IAA 培养基中预培养 2 d，农杆菌浸染 5 min 后
共培 养 3 d 转 入 筛 选 培 养 基 中 ( MS + 0． 5 mg /L Zt +
1． 0 mg /L IAA + 300 mg /L 头孢霉素 +50 mg /L 卡那霉
素) 进行筛选培养，筛选过程中及时清除掉受农杆菌污染




～4 w 后能分化形成小芽点并逐渐分化出小芽( 图 2a) ，但
也有小芽点仅能分化出 1 ～2 片叶，无正常的生长点． 抗性
芽长高至 1． 5 cm 左右时，将芽切下转移至生根培养基中
( 1 /2 MS +1． 0 mg /L IAA + 200 mg /L 头孢霉素) 生根( 图
2b) ，少数不能生根的抗性芽则放弃． 通过转化操作共获
得抗性再生苗 12 株，抗性芽分化率为 4． 25% ．
2． 4 转基因植株 PCR 和 DNA 斑点杂交鉴定
取 12 株抗性再生苗和 1 株未转化植株的叶片，提
取其总 DNA，以 35S － 1 /35S － 2 作为引物进行 PCR 鉴
定． 结果表明未转化的植株 DNA 为阴性，中蔬 5 号抗性
番茄植株中能扩增出 760 bp 左右的目的带( 图 3 箭头所
指) ，12 株抗性株中 8 株 PCR 检测为阳性，初步表明
KGF － 1 基因已整合入部分番茄植株的基因组中． 取
PCR 阳性植株的总 DNA，以未转化植株为阴性对照，以
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pBI121 － KGF －1 质粒为阳性对照，进行斑点杂交． 结果
显示有 7 株的 DNA 与地高辛标记的探针结合，在底片
的显影中呈现清晰的黑色斑点 ( 图 4 ) ，进一步证实了










较多． 鉴于 KGF 因子在
组织损伤修复的良好作用，不少研究尝试了将 KGF 在异源细胞中表达，之前我们尝试了将 KGF － 1 转入水
稻中并获得了可表达的植株
［13］，但上述细胞表达出的蛋白都需要进一步的提纯工作，考虑到番茄果实可以
生食的特点，本研究将 KGF －1 转入番茄中，为下一步筛选出对消化系统溃疡的患者有辅助治疗作用的口服
KGF 药物番茄打下了基础．
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